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Beschrelbung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Proteine 
und deren Herstellung. 

TNFo (Tumor-Nekrose-Faktor) ist ein bekann- 
tes Protein, welches ein breites Spektrum an biolo- 
gischen Aktivitaten besitzt. Er beeinflufit verschie- 
dene maligne und nicht-mallgne Zelltypen. spieit 
eine Rolle be! septischem Schock und Gewebever- 
letzungen sowie NierenabstoSungen, Transplanta- 
tionen. Schocklunge und zerebraler Malaria (Lymp- 
hokines 1987 Vol. 14; Pharmaceutical Res. 5, 129 
(1988); Science 234, 470 (1986); Nature 330. 662 
(1987); J. Exp. Med. 166, 1132 (1987); Science 
237, 1210 (1987); J. Exp. Med. 166. 1280 (1987)). 

Es ist bekannt, daB man die Wirkung von TNFa 
mit Antikorpern neutrallsieren kann (EP 260 610). 
Diese Antlkorper sind jedoch nicht humane Sub- 
stanzen, so daB sie bei der Anwendung am Men- 
schen Immunreaktionen auslosen konnen. 

Es wurden nun Proteine gefunden, die huma- 
nen Ursprungs sind und die Wirkung von TNFa 
neutrallsieren kdnnen. 

Gegenstand der Erfindung sind Proteine. wel- 
che in ihrer ursprGnglich glykosylierten Form ein 
Molekulargewicht von etwa 42.000 Dalton besitzen 
und am N-Termlnus die Aminosauresequenzen 
Xaa Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys 
Arg Leu Arg Glu 

aufwelsen, worin X ein Wasserstoffatom, einen 
Phenylalaninrest (Phe) oder die Aminosaurese- 
quenzen Ala Phe, Val Ala Phe, Gin Val Ala Phe, Ala 
Gin Val Ala Phe, Pro Ala Gin Val Ala Phe oder Leu 
Pro Ala Gin Val Ala Phe darstellt, und deren Mutei- 
ne. 

Als Mutelne sind Proteine zu verstehen, die 
durch geeigneten Austausch, Deletion oder Addi- 
tion von AminosSuren oder Peptiden in der Protein- 
kette entstehen, ohne daS dadurch die Wirkung der 
neuen Proteine stark nachlafit. Die Muteine konnen 
auch durch Variation des Glykosidrestes erhalten 
werden. 

Die hier beschrlebenen neuen Proteine besit- 
zen saure Eigenschaften, ihr isoelektrischer Punkt 
liegt bei pH 2 bis 5. Sie binden sich spezifisch an 
TNFa und sind durch Trypsin schwer oder gar 
nicht verdaubar. 

Die neuen Proteine lassen sich beispielsweise 
aus dem Harn von Patienten isolieren, die Fieber 
haben, d.h. deren K5rpertemperatur etwa 38 
Oder hoher ist. Hierzu wird der Harn zunachst 
konzentrlert, was beispielsweise durch Umkehros- 
mose Oder Ultrafiltration geschehen kann. Das da- 
durch erhaltene Retentat wird anschlieflend durch 
lonenaustausch- und AffinitStschromatographle ger- 
einigt. 

Die Proteine lassen sich auch aus menschli- 
cher Ascites-FIUssigkeit von Patienten mit Ovarial- 



carcinomen gewinnen. 

Die Reinigung der Proteine kann nach bekann- 
ten Methoden, wie Afflnitats- oder lonenaustausch- 
chromatographie. erfolgen. 

5 Die so gewonnenen Proteine sind am N-Termi- 

nus in der AminosSuresequenz inhomogen. Es 
konnen bis zu 7 Aminosauren fehlen. Solche Inho- 
mogenitaten sind bei korpereigenen Proteinen 
nicht ungew5hnlich und treten beispielsweise auch 

10 beim 7-lnterferon auf. 

Durch Behandlung mit einer Endoglykosidase 
verandert das Protein sein Laufverhalten in der 
SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese, was auf die 
Abspaltung von Zuckerresten zurGckzufUhren ist. 

75 Die hier beschrlebenen Proteine liegen im Urin 
und in der AscitesflOssigkeit in Konzentrationen 
zwischen 1-100 ug/l vor. Um das Protein fur 
pharmazeutische Zwecke in groBeren Mengen ver- 
fOgbar zu machen, kann man bekannte gentechni- 

20 sche Methoden (vgl. Maniatis. T. et al: Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
Press, N.Y., 1982) heranziehen. Fur diesen Zweck 
mu8 zunSlchst die genetische Information fUr das 
neue Protein identifiziert und die entsprechende 

25 Nukleinsaure isoliert werden. Dazu wird das reine 
Protein mit Dithiothreitol reduziert, dann wird loda- 
cetamid zur Derivatisierung der freien SH-Gruppen 
zugesetzt und anschlieBend wird das so behandelte 
Protein mit Bromcyan und anschlieBend mit Tryp- 

30 sin in kleine Peptide gespalten. Die Auftrennung 
der Peptide erfolgt uber reversed phase-Chromato- 
graphie. Die N-termlnale Sequenzierung eines die- 
ser gereinigten Peptide ergab die Sequenz Val Phe 
Cys Thr Lys. Welter enthalt das Protein folgende 

35 drei weitere Peptidsequenzen: Gly Val Tyr Thr Ser. 
lie Cys Thr Cys Arg Pro Gly Tyr und Pro Gly Thr 
Glu Thr Ser Asp Val Val Cys Lys Pro Cys Ala Pro 
Gly Thr Phe Ser Xab Thr Thr Ser Ser Asp lie Cys 
Arg Pro, worin Xab eine noch unbekannte Amino- 

40 saure ist, die moglicherweise glykosyliert ist. 

Die vorhandenen Peptidsequenzen eriauben 
nun durch die Synthese entsprechende Oligonu- 
kleotide eine eindeutige Identifizierung des Gens 
aus dem menschlichen Genom oder aus entspre- 

45 chenden c-DNA-BMnken durch sequenzspezifische 
Filterhybridisierung. 

Die so erhaltene genetische Information fOr das 
Protein kann dann in verschiedene Wirtszellen, wie 
eukaryontische Zellen, Hefen, Bacillus subtilis oder 

60 E. coli nach bekannten Methoden zur Expression 
gebracht und das Protein so erhalten werden. In 
den eukaryotischen Zellen entsteht dabei das Pro- 
tein in glykosylierter Form. 

Die Muteine, die sich durch Austausch, Dele- 

55 tion Oder Addition von Aminosauren oder Peptiden 
von den neuen Proteinen ableiten, werden vorzugs- 
weise nach gentechnischen Methoden dargestellt. 



3 



EP 0 471 701 B1 



4 



Die neuen Proteine zeigen gute TNFa-inhibie- 
rende Wirkungen und lassen sich daher zur Be- 
handlung von Krankheiten einsetzen, bei denen die 
Konzentration an TNFa in K5rperflGssigkeiten er- 
hoht ist. wie z.B. bei septischem Schock. Welter 
k5nnen sie bei folgenden Erkrankungen angewen- 
det werden: Allergien. Autoimmunkrankheiten, Er- 
krankungen des rheumatischen Fornnenkreises. 
Schocklunge, entzUndliche Knochenerkrankungen, 
Blutgerinnungsstorungen, Verbrennungen sowie bei 
Komplikationen nach Transplantationen. 

Beispiel 1 

Bestimmung der TNFa-inhibitorischen Wirkung 

Die biologische Aktivitat von TNFa wurde 
durch Lyse der Mauszelllnie L929 (J. Biol. Chem. 
260, 2345 (1985) und der Humanzelllnle MCF7 
besttmmt. Bel Versuchen zur Bestimmung der 
TNFa Inhlbitorischen Wirkung wurde eine Konzen- 
tration an TNFa gewahit, bei der mindestens 50 % 
der Zellen lysierten. 

Uberstande mit TNFa bindenden Proteinen 
wurden In 1:2 Schrltten in MIkrotiterplatten ver- 
dGnnt. Zu dieser Losung (0.05 ml) wurden je 0,05 
ml Human- bzw. Maus-TNFa (120 pg/ml) gegeben. 
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 50.000 
L929-Zellen in 0,1 ml Medium, das 2 ug/ml Actino- 
mycln D enthlelt. Nach einer Inkubationszelt von 
20-24 li bei 37 • C im Brutschrank wurden die Zel- 
len fixiert und mIt Kristallvlolett gefarbt. In Abwe- 
senheit von TNFo-bindendem Protein lysierten 
TNFa und LT (Lymphotoxin) die Zellen. DIese wur- 
den wahrend der Farbung abgeschwemmt. Der 
schGtzende Effekt von uberstanden mit TNFa-bin- 
denden Proteinen zeigte sich durch die Farbbarkelt 
von Intakten Zellen, die zuruckblieben. 

EIne Inhibition der cytotoxischen Wirkung war 
sowohl gegenOber Human-TNFa, als auch etwas 
schwacher gegenUber Human-LT zu beobachten, 
nicht jedoch bei Maus-TNFa. 

Beispiel 2 

Proteinisolierung aus Urin 

40 I Sammelurin von Patienten mit Fieber 
(^38 'C) wurde Ober eine Hemoflow® F60 Patrone 
(Fa. Fresenlus) filtriert, bis das Volumen des Reten- 
tatstromes auf 2,5 I aufkonzentrlert war. 

Das Retentat wurde anschlleGend zum Wa- 
schen 4 mal mit je 2.5 I 20 mM Natriumphosphat- 
puffer pH 4,0 versetzt und die Filtration jeweils bis 
zum Ausgangsvolumen von 2.5 I fortgesetzt. 

Das so erhaltene protelnrelche, braun gefarbte 
Retentat wurde Gber S-Sepharose® der Fa. Phar- 
macia (Saule: 0 = 5 cm, 1 = 17 cm) chromatogra- 



phiert. Die SSule wurde vor Beginn des Auftrages 
mit 10 Saulenvolumina (SV) 20 mM Natriumphos- 
phatpuffer, pH 5,5 (= Puffer I) Squilibrlert und das 
Retentat aufgetragen. Es wurde mit 3 SV Puffer I 

5 nachgewaschen und das Wertprodukt durch Elution 
mit 3 SV eines 20 mM Natriumphosphatpuffers pH 
6.5 (Puffer II) gewonnen. 

Zur weiteren Reinigung wurde diese Fraktion 
Gber eine TNF-Afflnit£itssSule (Beispiel 4) gegeben 

10 (0 = 1,5 cm, 1 = 10 cm), die mit 10 SV Puffer III 
(20 mM Natriumphosphat. 140 mM NaCI, pH 7,2) 
aquillbriert worden war. Nach dem Auftrag wurde 
mit 3 SV Puffer III nachgewaschen und die TNF- 
bindende Proteinfraktlon durch Elution der Saule 

75 mit 40 ml eines Puffers IV, bestehend aus 0,58 % 
EssigsSure und 140 mM NaCI, gewaschen. 

Zur Isollerung des reinen Proteins wurde das 
Eluat der TNF-Affinltatssaule Gber eine Mono Q- 
Saule HR 5/5 der Fa. Pharmacia aufgetrennt. Dazu 

20 wurde zunachst das Eluat mit 0,1 n NaOH auf pH 
12.0 eingestellt. 

Die Saule wurde mit 11 SV 20 mM Natrium- 
phosphatpuffer pH 12,0 (Puffer V) aqullibrlert. 10 
ml des pH-adjustlerten TNF-Afflnitatssauleneluates 

25 wurde aufgetragen und mit 4,4 SV Puffer V gewa- 
schen. AnschlieBend wurde mit 20 mM Natrium- 
phosphat pH 7,5, eluiert. 

Zur weiteren Abrelcherung von Verunreinlgun- 
gen wurde die Mono Q-Saule mit 7 SV 20 mM 

30 Essigsaurepuffer gespGlt, der mit 0,1 N HCI auf pH 
2,0 eingestellt worden war (Puffer VI). 

Danach wurde die Saule mit 5-6 SV 20 mM 
Essigsaure, 20 mM NH4CI-Puffer, pH 2,0 (mit 0,1 n 
HCI eingestellt, Puffer VII) weiter eluiert. Nach 1-2 

35 SV eluierte eine bei 280 nm UV-aktive Bande, die 
Verunreinigungen enthielt, nach weiteren 1-2 SV 
eluierte das neue Protein. Eine weitere Menge rei- 
nes Protein kann durch Nachelution mit 1-2 SV 
eines auf 100 mM NaCI eingestellten Puffers VII 

40 erreicht werden. 

Das Protein wurde so in einer gelelektrophore- 
tischen Relnheit von >90 % erhalten. Aus 1 I Urin 
lassen sich etwa 1 bis 10 ug Protein erhalten. 

45 Beispiel 3 

Proteinisolierung aus menschlicher AscitesflGssig- 
keit. 

60 2,5 I leicht trGbe, dGnnflGssige AscitesflGssig- 
keit, die als Punktat einer Patientin mit Ovarialcarci- 
nom anfiel, wurde 30 min bei 3000 g zentrifugiert. 
Der Gberstand wurde mit 10 %iger Phosphorsaure 
auf pH 7,2 eingestellt und Gber eine mit Glutardial- 

55 dehyd vernetzte TNF-Sepharose®-Saule (vgl. Bei- 
spiel 4) gegeben. (0= 1,5 cm, I = 3 cm). Die 
Saule wurde mit 50 ml Puffer lit aquillbriert und 
nach dem Auftrag mit 150 ml Puffer III nachgewa- 
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schen. Die TNF-bindenden Proteins wurden mit 30 
ml Puffer IV eluiert. 

Zur weiteren Reinigung wurde das Eluat mit 
10%jger HCI auf pH 3,0 eingestellt und auf eine 
mit 20 mM Essigsaure (pH 3,0) aquilibrierte Chro- 
matographiesSule (Mono S HR 5/5, Fa. Pharmacia) 
gegeben. Nach dem Auftrag wurde mit 10 ml 20 
mM Essigsaure (pH 3,0) nachgewaschen und die 
TNF-bindenden Proteine anschlieBend durch Elu- 
tion mit 4 ml eines Puffergemisches aus 6 Teilen 
20 mM EssigsSure (pH 3,0) und 4 Teilen 50 mM 
Natriumphospliatpuffer (pH 9,0) eluiert. Der pH- 
Wert des Eluats wurde kontrolliert und gegebenen- 
falls auf pH 6,5 nachgestellt. 

Das Eluat wurde Uber eine mit Natriumphos- 
phatpuffer pH 6,0 (Puffer VIII) aquilibrierte Choma- 
tographiesaule Mono Q HR 5/5 gegeben. Nach 
Waschen mit je 6 ml Puffer VIII und 6 ml 20 mM 
Essigsaure, 5 mM NaCI, pH 2,2 wurde das Protein 
mit 6 ml 20 mM Essigsaure. 150 mM NaCI, pH 2,0 
(Puffer IX) von der SSule eluiert. 

Die Charakterisierung des letzten Eluats ergab, 
daS es sich - abgesehen von der InhomogenitMt 
der N-terminalen Sequenz - urn das gleiche Protein 
handelt, welches gemaG Beispiel 2 erhalten wurde. 

Beispiel 4 

Herstellung der TNF-Affinitatssaule 

a) Kopplung von TNF an BrCN-Sepharose 

7,5 g BrCN-Sepharose® (Fa. Pharmacia) wurden 
in 30 ml Wasser aufgeschlemmt. Nach 30 min 
Quellzeit wurde die BrCN-Sepharose®-Gelsu- 
spension zuerst mit 500 ml 1 mM HCI-Losung 
und dann mit 0,1 M NaHCOa, 0,5 M NaCI. pH 
8,3, gewaschen. 

136 mg TNF gelQst in 41 ml Puffer (0.1 M 
NaHCOa, 0,5 M NaCI. pH 8,3) wurden zu dieser 
Gelsuspension gegeben. Der Reaktionsansatz 
wurde 2 h bei Raumtemperatur geschuttelt und 
die TNF-Sepharose® bei 3000 U/min abzentrifu- 
giert. Das Gelmaterial wurde mit 40 ml Puffer 
gewaschen. 

Aus der Proteinbestimmung der OberstSnde 
errechnet sich eine Kopplungsausbeute von >90 
%. 

Zur Blockierung der Oberschussigen aktiven 
Gruppen der BrCN-Sepharose® wurde die Gel- 
suspension mit 40 ml Puffer (0,1 M NaHCOa. 
0,5 M NaCI. 1 M Ethanolamin. pH 8,3) versetzt. 
anschlieBend 1 h bei Raumtemperatur geschUt- 
telt und das Ethanolamin dann mit 3 x 40 ml 
Puffer (0,1 M NaHCOa, 0,5 M NaCI, pH 8,3) 
ausgewaschen. 

b) Vernetzung der TNF-Sepharose® mit Glutar- 
dialdehyd 

20 ml nach a) hergestellter TNF-Sepharose® 
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Gelsuspension wurden zweimal mit 25 ml Puffer 
(20 mM Natriumphosphat, 140 mM NaCI. pH 
8,0) gewaschen. Die Suspension wurde in 40 ml 
desselben Puffers aufgenommen und mit 1 .6 ml 

5 25 %iger Glutardialdehydlosung versetzt. Nach 
1 h SchUtteIn bei Raumtemperatur wurde die 
Suspension abzentrifugiert und mit 25 ml Puffer 
(20 mM Natriumphosphat, 140 mM NaCI, 1 M 
Ethanolamin, pH 8.0) versetzt. Es wurde wieder 

70 1 h geschuttelt und die TNF-Sepharose® Su- 
spension anschlieBend in eine Chromatographie- 
saule (0 = 1 ,5 cm, I = 10 cm) gefGllt. 

Die SSule war nach Waschen mit 100 ml 
Puffer (20 mM Natriumphosphat, 140 mM NaCI. 

75 pH 7,2) und 50 ml 0.58 % Essigsaure + 140 
mM NaCI fUr die AffinitStschromatographie ein- 
setzbar. 

Beispiel 5 

20 

Charakterisierung des Proteins 

a) Molekulargewicht und Reinheit 

Zur Bestimmung des Molekulargewichts und der 

25 Reinheit wurden 2 ug des nach Beispiel 2 bzw. 
3 erhaltenen Proteins einer 15 % SDS-Polyacry- 
lamidgelelektrophorese unter reduzierenden und 
nicht reduzierenden Bedingungen unterworfen 
(Nature 227. 680 (1970)). Im Vergleich mit einer 

30 Reihe bekannter Eichproteine wurde das neue 
Protein nach beiden Methoden nach Farbung 
mit Coomassie blue als homogene Bande mit 
einem Molekulargewicht von etwa 42.000 Dalton 
erkannt. 

35 Andere Banden waren nicht zu erkennen. 

Die Reinheit des Proteins kann daher mit ^90 % 
angegeben werden. 

Das Protein gibt sich als deutlich blau-violett 
gefarbte Bande zu erkennen. 

40 b) N-terminale Sequenzierung 

10 ug (»250 pMol) des nach Beispiel 2 erhalte- 
nen Proteins wurden mit einem Gasphasense- 
quenzer N-termlnal mehrmals sequenziert. 

Die N-terminale Sequenzanalyse deutet we- 

45 gen des Auftretens verwandter Nebensequenzen 
auf die Inhomogenitat der N-terminalen Amino- 
sSuresequenz hin. Es wurden folgende Hauptse- 
quenzen ermittelt: 
Sequenz 1a 

50 Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr 
Cys Arg Leu Arg Glu 

Nebenher konnte in der Gasphasensequenzie- 
rung eine um 6 Aminosauren N-terminal verlan- 
gerte 

55 Sequenz 2a 

Leu Pro Ala Gin Val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro 

Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu 

und eine um 1 Aminosaure N-terminal vermin- 
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derte 

Sequenz 3a 

Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys 
Arg Leu Arg Glu 
ermittelt warden. 

Analog wurden in denn Protein gemSG Beisplel 3 
folgender Hauptsequenzen ermittelt: 
Sequenz 1b 

Leu Pro Ala Gin Val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro 
Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu 

(etwa 10 %) 
Sequenz 2b 

Pro Ala Gin Val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu 
Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu 

(etwa 45 %) 
Sequenz 3b 

Ala Gin Val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro 
Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu (etwa 45 
%) 

d) Behandlung mit Trypsin 

20 y.g der neuen Proteine wurden bei pH 8,5 

wie folgt behandelt: 

1. Zugabe von 0,5 ug Trypsin, gel5st in 0,1 
M NaHCOa-Puffer pH 8,5; Inkubation 16 h bei 
37'C 

2. Zugabe von 0,5 ug Trypsin, gelQst in 0,1 
% SDS - 0,1 M NaHCOa-Puffer pH 8.5; Ein- 
stellen der Losung auf 0,1 % SDS-Gehalt; 
Inkubation 16 h bei 37 'C. 

Die so behandelten Proteine wurden in einer 15 
%igen SDS-Polyacrylamidelektrophorese ver- 
gleichend mit dem Ausgangsprotein analysiert. 
Es konnte kein Abbau der Proteine festgestellt 
werden. 

Beispiel 6 

Deglykosylierung 

0,1 ml des gemafi Beisplel 2 erhaltenen Mono 
Q-EIuats (» 0,1 mg/ml Protein) wurden mit 1 M 
NaOH auf pH 7,2 eingestellt. AnschlieQend wurden 
10 Units Glykopeptidase F (Fa. Boehringer Mann- 
heim) zugesetzt. Nach 6 h Inkubation bei 37 'C 
wurden weitere 10 Units Enzym zugesetzt. Nach 
weiteren 16 h Reaktionszeit wurden 50 ul des 
Ansatzes lyophilisiert und in einem 15%igen SDS- 
Gel im Vergleich mit unbehandelten Protein analy- 
siert. Das mit Enzym behandelte Protein zeigte ein 
im Vergleich zur unbehandelten Probe um etwa 3 
kD vermindertes Molekulargewicht. Weitere 25 ul 
des Ansatzes wurden, wie in Beispiel 1 beschrie- 
ben, auf TNFa inhibierende Wirkung getestet. Die 
TNFa-inhibierende Wirkung blieb auch nach Ab- 
spaltung des Zuckeranteils voll erhalten. 



Beispiel 7 

Antikorperproduktion 

5 Die in den Beispielen 2 und 3 isolierten Protei- 

ne wurden zur Produktion polyklonaler AntikSrper 
in Kaninchen injiziert. Die ReaktivitSt und SpezifitSt 
der Antlkorper GberprUfte man mittels ELISA. Dazu 
wurden ELISA-Platten (Fa. Costar) mit einer L5- 

10 sung von 1 ug Inhibitor- bzw. Kontrollprotein/ml 

0. 05 M Natriumcarbonatpuffer pH 9,6 beschichtet, 
die unspezifische Bindung mit 1 % BSA/PBS abge- 
sattigt und mit verschledenen SerumverdUnnungen 
inkubiert. Die Detektion der gebundenen Antikorper 

75 erfolgte mit blotinyliertem anti-rabbit-IgG und 
Streptavidin-Peroxidase, sowie TMB-Substrat. Zwi- 
schen den einzelnen Inkubationen wurde je 3mal 
mit 0,05 % ®Tween-20/PBS gewaschen. Nach Ab- 
stoppen mit 2 M H2SO4 bestimmte man die opti- 

20 sche Dichte bei 450 nm. 

Beispiel 8 

Proteinnachweis in Korperflussigkeiten 

25 

Zum Nachweis von TNFo bindenden Proteinen 
in verschledenen KorperflGssigkeiten diente ein 
sandwich-ELISA. Dazu wurden ELISA-Platten (Fa. 
Costar) mit TNF beschichtet (5 ug/ml 0,05 M Natri- 

30 umcarbonatpuffer pH 9,6). Nach Absattigen mit 1 
% BSA/PBS Inkubierte man mit den zu untersu- 
chenden Proben z.B. SynovialflUssigkeiten von 
Rheumatikern. Die Detektion erfolgte mit den unter 
Beispiel 7 beschriebenen anti-lnhibitor-Antikorpern 

35 und biotinyliertem anti-rabbit-lgG/Streptavidin-Per- 
oxidase/TMB-Substrat. Zwischen den einzelnen In- 
kubationen wurde je 3mal mit 0,05 % ©Tween- 
20/PBS gewaschen. Die Extinktion bei 450 nm wur- 
de nach Zugabe von 2 M H2SO4 bestimmt. 

40 

PatentansprUche 

1. Proteine, welche In Ihrer ursprOnglich glykosy- 
lierten Form ein Molekulargewicht von etwa 

45 42.000 Dalton besitzen und am N-Terminus die 

Aminosauresequenz 

Xaa Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr 
Cys Arg Leu Arg Glu 

aufweisen, worin Xaa ein Wasserstoffatom, ei- 
50 nen Phenylalaninrest (Phe) Oder die Aminosau- 

resequenzen Ala Phe, Val Ala Phe, Gin Val Ala 
Phe, Ala Gin Val Ala Phe, Pro Ala Gin Val Ala 
Phe Oder Leu Pro Ala Gin Val Ala Phe darstellt. 
und deren Muteine, die durch geeigneten Aus- 
55 tausch. Deletion Oder Addition von AminosSu- 

ren oder Peptiden oder durch Variation des 
Glykosidrestes entstehen. ohne da3 dadurch 
die Wirkung der Proteine stark nachlaBt. 
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2. Proteine nach Anspruch 1 in deglykosylierter 
Form 

3. Proteine nach Anspruch 1 Oder 2 mit TNF 
alpha-inhibierender Wirl<ung. 

4. Verwendung der Proteine gemaB Anspruch 1 
bis 3 zur Herstellung von Arzneimittein zur 
Behandlung von Krankheiten, bei denen die 
Konzentration an TNF alpha in KorperflOssig- 
keiten erhfiht ist. 

5. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch ge- 
kennzelchnet, daS die Krankheit sine Allergie, 
Autoimmunkrankheit, Erkrankung des rheunnati- 
schen Formenkreises, Schocklunge, entzGndli- 
che Knochenerkrankung, Blutgerinnungssto- 
rung Oder Komplikation nach Transptantationen 
ist. 

6. Verwendung der Proteine gemaB Anspruch 1 
bis 3 zur Herstellung von Antikorpern. 

7. Antikorper gegen TNF alpha-inhlbierende Pro- 
teine gemaB Anspruch 1 bis 3, herstellbar 
durch Immunlsierung von Kaninchen mit Pro- 
teinen gemaB Anspruch 1 bis 3. 

8. Verwendung der Antikorper nach Anspruch 7 
zum Nachweis von TNF alpha-bindenden Pro- 
teinen in Korperflussigkeiten. 

Claims 

1. A protein which in its originally glycosylated 
form has a molecular weight of about 42,000 
daltons and has at the N terminus the amino 
acid sequence 

Xaa Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr 
Cys Arg Leu Arg Glu 

where Xaa is hydrogen, a phenylalanine resi- 
due (Phe) or the amino acid sequences Ala 
Phe. Val Ala Phe, Gin Val Ala Phe, Ala Gin Val 
Ala Phe, Pro Ala Gin Val Ala Phe or Leu Pro 
Ala Gin Val Ala Phe, and the muteins thereof 
produced by suitable exchange, deletion or 
addition of amino acids or peptides or by 
modification of the glycoside residue without 
the effect of the protein being greatly dimin- 
ished thereby. 

2. A protein as claimed in claim 1 in de- 
glycosylated form. 

3. A protein as claimed in claim 1 or 2 with TNF 
alpha-inhibiting action. 



4. The use of a protein as claimed In claims 1 to 
3 for producing drugs for treating diseases in 
which the concentration of TNF alpha in body 
fluids is elevated. 

5 

5. The use as claimed in claim 4, wherein the 
disease is an allergy, autoimmune disease, 
rheumatic disease, shock lung, inflammatory 
bone disease, disturbance of blood clotting or 

70 complication after transplantations. 

6. The use of a protein as claimed in claims 1 to 
3 for producing antibodies. 

75 7. An antibody against TNF alpha-inhibiting pro- 
teins as claimed in claims 1 to 3, which can be 
produced by immunizing rabbits with proteins 
as claimed in claims 1 to 3. 

20 8. The use of an antibody as claimed in claim 7 
for detecting TNF alpha-binding proteins in 
body fluids. 

Revendications 

25 

1. Prot^ines qui. sous forme glycosyl6e initiale. 
ont une masse molaire d'environ 42 000 dal- 
tons, et pr^sentent sur le N terminal la sequen- 
ce d'amino-acides 

30 Xaa Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr 

Cys Arg Leu Arg Glu 

dans laquelle X repr^sente un atome d*hydro- 
g^ne, un reste phenylalanine (Phe) ou les se- 
quences d'aminoacides Ala Phe, Val Ala Phe, 

35 Gin Val Ala Phe. Ala Gin Val Ala Phe. Pro Ala 

Gin Val Ala Phe ou Leu Pro Ala Gin Val Ala 
Phe, et leurs mut^ines qui se ferment par 
^change, suppression ou addition appropries 
d'amino-acides ou de peptides ou par variation 

40 du reste glycoside sans que I'activite des pro- 

twines ne baisse fortement. 

2. Proteines selon la revendication 1 , sous forme 
deglycosyiee. 

45 

3. Proteines selon la revendication 1 ou 2. ayant 
une activite d'inhibition de TNF a. 

4. Utilisation des proteines selon les revendica- 
50 tions 1 a 3, pour la preparation de medica- 
ments pour le traitement de maladies dans 
lesquelles la concentration en TNF a dans les 
fluides corporels est eievWe. 

55 5. Utilisation selon la revendication 4, caracteh- 
see en ce que la maladie est une allergie, une 
maladie auto-immune, une maladie de type 
rhumatismal, une atteinte des poumons. une 
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maladie osseuse inflammatoire, un trouble de 
le coagulation sanguine ou une complication 
apr^s transplantation. 

6. Utilisation des prot^ines selon les revendica- s 
tions 1 k 3, pour la preparation d'anticorps. 

7. Anticorps des prot^ines inhibitrices de TNF a 
selon les revendications 1 a 3, pr^parables par 
immunisation de lapins avec les prot^ines se- to 
Ion les revendications 1^3. 

8. Utilisation des anticorps selon la revendication 
7. pour le detection de prot^ines se liant h 
TNF a dans les fluides corporels. 75 
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